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Summary 
The ibackgrcfurid of this thesis sublecn is given 117 chapter. 1. Claronic I.:~bcrncatitig nlyowrdium 
is an important clinical entity, characterized by dysf~~nctional, but viable leCl vcrrtr~iz~lar 
m).ocardiwrn in tlre setting of coronary heart dise,~se. It 05 !.*diewed t h a ~  thc rrdtrcetl function 
represents a yrotertiwc response af ilhe nyocardi~rn~ to cape with the chronlrcally or repetivcSy 
rcduced coronary blood Ilow, thereby r-rratching again the metabolic i~emand of the he,trt to 
the decreased supply. The  'golden standard' to ilrderltify hil>crnating rcgionq ln the herrrt 15 
positron cnlisaion tomogl i ~ p l ~ y  (['l'"), l la l l lg  radic~Iabl'le'd dn~moni,t ~ I I L ~  flutr~~t~\coxy#lllctbse 
as blcrod tracer and glucose analog respeclivcly Rcgirrl~s ~ 1 1 1 1  ir clecreaaed I,loorl llow C O I N ~ , I I  ed 
to t h e  glluccsse ut~llzalion - ,i so calletl Ilnw-~~alztaboluc '~misrndncll" ‘ire clr,il,l~trrislic Ihlr 
hibernating rnyocardlurn After rcvasculdri7alic)irr of tllesc regltrlas, lhr cx,rnrplc I>y corcrnary 
t~ypass urgery, the dyslunrtion~l -~lbernalung la1yocal dn~rm rccowrs 11s l i ~ ~ ~ t o o n ,  I~owevez' this 
fu~ucrional relovery may Llkc months to year, dncl is ofiem ~r~colz~ylc~e.  In has bccn sllown ( 1 1 ~ 1  
the h i b c s i ~ ~ ~ t ~ n g  n yocard~nuiai riradcrgoes profourrd slruch~rrdl cla'~nge\, I ~ o l h  cellvldr d n ~ l  
extracellular. 11 IS however unknown whether Ihestt clrdngcs arc ad~13tuvc, dr~d  lit^:, rcversiblz, 
or r-ni,ulaciaptii,e, 1 e. degcnc~ '$live. S0171~ ~ [ ~ ~ C ~ V B ( I W I I S  s~iggc\E ~ h d t  the celluldr chaiagcq rcllrc+ent 
dediffercntiiition, potor~tially reversible, wh~le olhets cIdin.1 t l la l  degencr,ltivc ch,~nges (~c l l  dedth 
through apoptosls) are am inhr,rent part of !lie strucr~~ral  change\. It was ~ h c  a m  ot thrs $1 tidy 
to  grain more insrght into the Enistopathuloglc~I chnngcs ;Icc(~n.lpaluylng cl'rro111c Yl i l~c r~~a t ion .  
Both animal 2nd cellular nltadels might help ~dcn t iby~ng  '8 pos5ilslc r o l a t ~ o ~ ~  hrtwc.cn 
cardiornyocyte dedifferentlatron and degeneration. 
In chapter 2, i t  was rnvcsrlgatcd wliether o r  not apoprosls 1s present In mjrocard~al biopsies 
rrom patients ~ 1 1 t h  rbcrnatlng myoc~rdir-am and trr  bropsles from goats wlrh chronic atrlai 
fibrrIl,lt~on, iir wal; previouciy shown that rn rhls animal! model slrnilar structural changes occur, 
charoctesrst~c for card~omyocytr dediffesentiation, as seen in human hibernating myocardium. 
L i g h ~  and electron m i c r o c c o p ~  tersrria~al deoxynucleotidyl transferase nick-end laZ>eBlno, 
(TUNEI,), and ~n~~m~unolirstucl~emical detection of apopt-osts I cell d a n ~ ~ a g e  r lated protcrms 
were used to assess the ex~stence trf apoptosis. Only cnrdiomyocyte ded~fferentiatlon but n o  
evidence for cell degenesatloi7 through apoptosis was fnunid. It was concludt?d ahat, urnlike the 
conclusion of slornc other sz~ldier, dpoptosrs ns 1201 presenl o r  only to a very low extent In 
dedr lferentiated n~~yocardiusn. Moreover, cardlo~nyocpe ded~fferentiat~on r ~ g h t  even represent 
'1 s~crcotypic respons of the Iieart to unfavorable circmnnstai~ces uch as a relatively decreclsed 
oxygen nvailabiliry, an increased wall stress, or both. 
Moue evrdelrcic that cardiomyocyte dedtfferent~ation 1~11gl1t represent an ddaptdtianal tedlvre 
comes frtrm the study it1 chapter 3. Using ultrastructurdl cdleiunl loc,lllzation, it was shown 
LII,II after an lnitldl calcium overload aliccr the onset of chronic atrial fibrrllllatrnon, dedilierentiatie~g 
c,lrdinmyocytes dre able to aclnpr to a new calcrelni Iiolneostabis ,rfier sorne weeks. l'his study 
~ l r ~ l r l y  ~ndlcaltes that dledlfferenk~atcd card~omycxytes are protected against ca lc~~rrn  overload, 
a known trgger  lor dprsptous. I t  is noteworthy that the regression of the irvmt~al calciumni overload 
after the unsct rri  C I ~ I  irvl fibrillation coincides lv~ t l l  the struct~nral dedilTerentiatiorr, however a 
cauac c f l e ~ ~  relatron\hlll is unkrlown. Nevertheless, using rhc s,ibne techn~ques for ~t&trdstructural 
c~llcliirn l o c ~ ~ l l ~ ~ t t i o n ,  11 was al,so previously shown that dediffercntiated iard~ornyucytes from 
h~um;ln chronic hiE>ert~aritig rnyoc,~rd~nrr.r ,are not overloaded w ~ t h  C ~ I ~ C I ~ I V I I ,  supporting the 
liypotlac.;is zllal dedoffcrcrri~,tt~oti ol ~ , ~ r d ~ o l n y o c y t e l  is an effccrivt: protective naech '~n~sn-~  
re~rclcr.ing ~ h r  cell\ Irat-rre rcalslilltt lo irrtsace1luln1-cn1ci11111 o \ ~  load aHer for exnrnplc an  ~s ihen l~ lc  
I I ~ C L I I I .  
C,lrd~r)mvo~yte d c c i ~ t f e n c ~ ~ l i ~ i t i o ~ ~  LS not rl~~rzlcgi~c feilrule ol'ck~ronic hihcrn'lting ~nyncardiurn 
a n d  chronrc , ~ t r i , ~ l  f<l.~r~ll.nt~an. I t  wdb prevrne~slv 411own that  aspects O C  cdrdlonnyocyte 
dodnll~.~r.iztl,atinn c ~ i n  bc  foz~rrd In reguclns ~ r t  rounding lnhrcrecl myocCirdl,ul lissue. "1'871s was 
corrli~u~>cCl hv thc stirdy In chapter 4. Using ~n~rncarorr ' try rnlcrorlljectron of man-cobe,ads in 
\het*y, 11ric~i)1nl-;1rctions ucrt. r ~ ~ d l ~ ~ c c d  in the left ventricle, resrlltrng un a pcrsisteslily decrenqcd 
I~loiatl HOW! ~ r l d  globdl i111d r c ~ i o n a l  tubr~cion ;IS detected w~t l r  1'61'and s o r ~ ~ i l  e c h a c a r d ~ o g r ~ ~ p t l y  
respccIi~fdy. [ r~ te r~s t l~ lp ly ,  dt 6 c\,eeks df?et 1'1rilsolr7,1tlon, glimcoae uptake was more decreased 
c o n i ~ p a ~ e d  to tllc blootl illow, resul t~ng 1s a flow-rrzctahol~c 'severscrd misnndtcht I'hereafter, at 16 
\\~cek\.  glilrcosc ~ n e t ~ ~ l ~ o l r s r n ~  I ed ctgnrfizanfly recovered, and ;Igdtn ~ilatchcd to the Oloocl tlolils. 
Light- and electron microscopy co~ifir~i?cd the exl.stence of microinfarcted ltussale in these regiolus 
and, 'both at 6 and 16 weeks, evkclence of carcPrt11~1yocyie dedifkrenfr,mtlon ivas found lur abe 
regnans s u r r o ~ l n d r ~ ~ g  the rnicrolnfarcted tlrsue. Tholr= cells were clearly rmn-rxlhela~ic ,I& shoivar 
~Itrasltructurally by the presence of unrrarndtr~c~al osmophilic grtlrrules In thc nurtochonclr~n. 
This finding is indicative (hat dediftcrentlated card~c~nryocytr~ adapted ther~~selves to {he l~kvly 
presence of an altered ~neclzail~cal load or ctrron~c/reperttlz~e ulindcl-pe~ftzsiora rn rhcrst per$- 
i n f a r c ~  regions. l'urthern~iore, ~t can be h y p n ~ h e s i ~ r d  r h s t  the presence ak s~grllhc,tr~t  
nlicrairufarctcd areas obscures of size PET mism,atcl~ pdtterna, typiicr3 for Iaibcr~a'qt~ng 
myoc ar dl' ~wm. 
llecause it was prev~ouslly shown that card~omyocy~e ,Ipoptos~s is present 111 p ~ r l - l l l f c ~ r c ~  r-egltrk1s 
- areas I ~ I  ~ h l h  also cardio~~uyr~cyte dedafferentiation call bc f o ~ i ~ r d  - the ,rl>lrn,rl model prcsc13teci 
in chapter 4 ,  represents a suitable madel to irzvesligate ivhetllet or no( '1 rcl,rt~un\lrll, evlsts 
between cardiomyocyte dedifkrentiation and .rpoptosis This ~~uclw 12 plescntcil 111 chapter 5. 
First of all, the cellular clzariges In the perk-infarct regions were itarther rn\icstl&~tcd for tl.relr 
similarity with cardiocnyocyte dediflerentiatran in chronic Bribem n,ltlng rnyclcal-d~u~ii. I t  w,~s 
indeed s l~own that the changes in the expression pa t tu~n  of tltin, dc,cr.rln, c ~ r d ~ o t i n  d21d 
a-smooth muscVe actin in this animal modell arc similar to tllosc Souind rn I~~opsle> Cnon~ pdtlents 
w ~ t h  chronic h~bernating nnyocardiunn and from goats \* i i t l~  chr-on~11c .iir~~.Y f i l ~  llldtiorz, l 'he 
existence of cardion~yocyte apoptosis was confirnicd hy the use oC tlic 1 I ;NI : l  ~iiethod ,rn-rd 
the  ~ ~ r ~ n ~ u ~ i a l ~ ~ s t o ~ l ~ c ~ ~ ~ i c a l  detection of act v,~ted iaspase-3. Unlike carcJilon~yc.ncyte 
dediffetent~alron, c,~rdiomn~ocyte apcjptosiwas foul~d in both leglnns surroi~ncl~ng lthe 
~ ~ ~ ~ c ~ o ~ ~ r f d r . c ~ i o n \  and In rc~ otc, unorz-c~i.rholtred rcguona. ,~llhough 10 '1 les\cl cxlcbtll 111 t l ~ c  
latler ?'CINE1 posiliic n~l i le l ,  \~ igge \ l~ve  frrl apaptch!\ j+crc, 1101 l o u ~ r t l  in  ~ ~ ' 1 1 4  W I ~ ~ I  
~norpholag~c'il d~st~nctuve d dufferentzattol~, 1.e. In ccllx show~ng pcrlrruc IC,t1 nryol1.sl.i. I i r  I L I I  (17~1. 
lnvestrgdte t h e  co-ocLLIrrerxc of cdrdunrnyocyte dcdhficre~zlrn~lolz drlcl apcrpttr\~s, ~fvtcctlc~t~ 01 
re-expresslotn of tlre Fetal protein a-unotrtlr muscle arcr~n, was ctrn~bl~rcd with thc I UN13L 
rncnbc>d It wd5 f o u n d  t l l ~ t  nuone o l  the a-smooth musclc act irl positwe c,lrd~oral!~trcyto\ W ~ I C  
.I-l;NJ-lA positive and vrca vcrscr. 'I'hese frndrngs are snggestlvc ~ l - i , ~ t  ded~ltcir~rrll.llccl 
cardiotn\,acvtc\ '~nd those that undergo d ~ p o p ~ o s ~ s  represent twcr drlfcrcnt ~ o l l  ~ ~ c r l ~ u l . i ~ l o n % .  
Thas f ~ n d ~ n g  tugether with the discrepancy between ~ h c  a ~ n o u n t  of ~ C . ~ I ~ ~ C ' I - C I I I I , I I P ( ~  
card~nmYoc)ites and apoptairc ones, suggest that dcdiffcrent~dztnx,~~ docs 11ot leLltl 10 J ~ ) o ~ ~ ~ o ~ I ~  
per st. It 1s Izyl~nxhesr7eel that card~o~nyrr~yles wlz~ch succesfull~ dclcapt ~ h c  i o ~ i ~ l S t ~ e n r ~ ~ , u ~ i c ~ ~ ~  
aldzte surwlve, wrllile others Cl~e through apol>tosts. 
I t  IS currently unclear whlch trlggerts) causes cardlomyocytes to ded~fferentiate. Htbernat~on- 
l ~ k r  dcd~ffercnt~ataon z  V F V V  1s characterrred by specific n~orpholog~cal changes, but to 
investigate inore 113 detabl putative triggers for these cellular changes, in is obvious that an rla 
vr t ro  model of ~soljltecl celJs would be helpful in unraveling rhns enigma. In chapter 6 such an 
in rjritro nzoclel 1s presen~ed. We found that by co-culturing adult rabb31t card~omyocytes with 
tihrohlasts, casdiomyocyte dediffercntration mirnicklrlg the morphological features of 117 nflvo 
ded~ffesenttation could be induced. However, mmo dediffercntiation could he seen when fibroblast 
growth was inhibrted. Cardiot-nyocyte dedifkrentlat~orr was characterized by cell spreadnng 
Electror~ mlcroslopy and inamuraocyrochenlistry showed thc~r tlie riia~n features of in vtvo 
decEdferc~rtiation could be found in those cells: sarcurnere depletion, hetcrochroi~latin 
redistrlbutiun, abslor~lially slraped but healthy rnlrochondria, and thc fetal expresslon patterns 
of titin, desmin, cardlotlm and a-smoot l~  muscle ackn. Moreover, the sequence of changes ln 
the exprusslolr pattern of tliose structural proteins w,as slannlar ta that observed in the goilk 
r-uodel of chronic atrial fibrillation, and the reverse sequence of naor~rral cardiornyocyre 
differe~mtlatlcan. The major dufferenccs between rr7 vlvo dedifberentnation and the presented sn 
wrltro mocilel are the abaence of a pro~ninent glycogen dccu~nullation and tlle topography of 
myolys~s. Possibly ciifferent biochemical and$crr structural environment rnzghr accrpuaat for tl~ose 
differences. Ded~fferent~atlon was unlly seen in sareiionryocy~es nn close contact wilh fibroblas~s 
and could not be induced by fibroblast cond~tuoned n~edi~lrn  or try cultur~ng the cardiornyocyles 
~ r r  petri d~shes w ~ t h  fibroblasts grown on cell ~nserts. Therefore 11 was I-nypothesized that fibrolallast 
se~~etecl  f<~cton are not solely resporlsible for the dediffereirtlation. Moreover, this 317 V ~ W O  
model ~ l~c l i c~~ tes  that the development ofrlnost of the clrasacteristics o l  irz ~~Evodedofferentiatio~~ 
do  rot roly olr A reduced oxyge;~~ el~virorrn~e~rt 
L Ire n ; ~ l u r ~ '  of the  filrrobl.lrt - l-,~rd~omyacytr i ~teracdoon w d s  furthe] investlgateil~n chapter 7. 
l;.irnq; trmc-lapsc vdeo  ~ r ~ i c ~ o s c a l ~ y  we were able to show that ~ h l s  rnter,~ction is very dyna~mlc. 
F~h~~obl,t~ts*travel ' thr.n~~gh ~ l ~ c  petri dlsla seek~ng cr)nhct wit11 othel cells. Llporl tanr ,~i t  wnth 
e,rrctzotnyocytc thcy attach firnnly arid p ~ ~ l l  thib cell, I-es~llting in ai~isotropic strctcb. Thi5 pullilzg 
1&41r, Lor L I I L I  Lift to selen hours in dun-,111um, nncl was consistently followed by features o i  
d ~ d ~ f l c r c . n t i , ~ t i o ~ ~ .  l"1-r  n&lture o l  the  cell-cell contact was investigated ilisllrg 
illranurzocvlocllc~n~cdl ndlyhi~ ~ I " C & I ~ % ~ P I I ' L  protelns inwnlved 111 cclj ddheaion, and of intercellular 
comrrrunIc.ltliw uszng Dl1 ,tnd c,~lcei~r-ilM prclahel~ng offibrobl~sts. It was indeed sllown that 
i~~tcrccllulilr conllrnunlcdtlon exists laelween tibroblasrs d~ ld  ca~dio~l~yc)cytes, w h i c l " ~ ~ 0 ~ 1 d  not 
be inlithrloci l~yr blocking gCap-lunctionL~l cornn~~~~rica t ion.  'The dlriianxic passive btretch and the 
I I I I C T C C ~ ~ L I ~ ~ I  C O I I I ~ I U I I ~ C ~ ~ ~ I O I I  plCly ~111 ~ullportamt role in the induction of the structural 
dccl~lic~ rnt iation. 
4J 
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Summary 143 
In ct.unclusion, data in this tlrrsis supports the lqrpothesis that cardiom~rocyrtr lledifferenli,~tlc~~~ 
does notrepresent a stage a n  t.he degenerative p~thway of yrogrnnlr~~ed cell death (apoptosis), 
but in stead can be considered as a n  addptiwc respons to survive ~zrader urafavorctble 
eircumstarrces, and hence may be carlsidercd as a fc~rnn ot programmed cell s~irvi\ral. B~tljr 
a~rimirl models o i  s'ra vivo cardiomyocyte dedigerentiatln~~ as \hr.c.ll ,IS the rn vifro model imiglzt 
prowde a basis for further resertrclz to ellvcrdate lllore r l~ is  f<llscinating stereotypic cellular 
behaviour. 
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Samenvatting 
Ue achtergrond van het thesison~derw;erp staat I-reschueven dn tioofilstuk 1. C:hroEiiacllïe 
ri-i\rocardiale Irilt-rerriatie is een belangrijke kliliiisclue entiteit, geknraktcr uscerd door ,slecht 
lun~tionereird~maar leefbaar hartspierweefsel rn de lii~ker hartkannet., als dit kan vuorkoinen 
blj patierite11 met corox~ai~ lyderi. Er wordt aangerioinen dat de verminiderde fiiilctie vzlrr het 
rnyocaird een proteclieve reaciie is van het hart o111 eeii cl-rroi~ische of rcpctit~eve d,uInng van cle 
crsrondire bloedtoevoer het hoofd te kunnen lrieden, ei1 ~ilcitus de balaiis te herstelleii tlisscn de 
metabole vraag van het hart en het verminderde aanbod. Ile'gourlen stanc&aartl>eu icicii~~íîc~atie 
vaiz hibernerende regio's in het hart is positron emissie tonrogratie (PET), wadi bij t.nclioC~stief 
genierkte ariiriloiria en fluorodeoxygluc»se worden gebruik1 als rïspccticvcllijls; bltred rirerkcr 
en gluc<~se dilaloog. Het voorkui~ierr van rcg~o'c, ~irk'dilrii~ CIC t31~1~~1tocvoei. lager US rrelniiel r . o . v .  
de glucose opnarnr - inel een zogeniadiri-ide 11~~1;\~-1a~ci~boIi'icIae 'nilsii1iltclr'- is tril iiidi~,i~icb 
voor hibei nerenid myocard. Na revasculal-isatie z~, l i i  d e ~ e  gcbiecleiz, rlor~r li)iiwcrctrl)ccld col oii~ilie 
over'l>ruggi~~gschil-vnrgue, zali een hersiel plddtavii-idcn vdn dc vean-iiindcrcle Iiiilclic*. Nochtanls, 
dlr herstel kan errksle riiaai~deri tot ecu1 iaar clureir eiu 1s waak ~ti~vr~llcclig. Ondci  /riclc licell. 
aangetoond dat Iiibenrerencf myocard iiitgelrrcidr cIr~iciiiicle verc~iiclerii~gcri ~riiclcigaai,ci~ di1 
zowel i~ïiracellul~~ir .llr ewtracell~il~~ir. Het i s  echter onbekend ob dme verai~clcriiigeili ad;ullnief 
en oinkecrb>,iidl. zijn, dan wel rilaladaptuel cri dus  degeizei.uiief Snimrnige oR3?relvatiej Irelrben 
geleid toi de hvprithese dal dc celltilairc veidnidcrirrgen keuinlerkend l i j n  voor dedií"ícrenli,~iie 
xrnri de hartsp~crcellcn, en dus pc~tenti~el  omkeerbaar. Andere bevinctingen sLrggciceidci~ clat 
degcneratrelie veranderingeil (celdood dooi- Ltpcyptrise) deel eiilrsi,aken vdii hei prrrces. I [ct wds 
dal) ook het doel van dc7e thesis oin meer inzicht te vcrki-~j~gen 11-1 de hustopatl~rrlr>glschc 
veranderIngei1 die voorkomei~  Irii het  chronisch I~ibcrrierei~cic ~ i l y o c d r d  Lowel 
pmefdieanuwdellen als cellulaire model1ei-i kunnen beliulpadann zijn bil ]let opsporcxa vail ccir 
eventuïle re l~i~ie  tussen laar'tsp~crcel dediffereratiat~e en degeneratie. 
8 46 Samenvatting 
1ir Rxsofdsruk 2 wrrd c~i~derzo~l i t  of apoptosc voicrciricoi~it in hartbiopten van pataentrn met 
chrcmransch h~bcrnererid myocard en vaar geiten me! chronische at.riale fibrillatie. Er werd eerder 
aarzgctooiid dal in dit praefdillermodel gelijkaardige structurele veranderingen als in humaan 
hiberileren~d myocard voorkomen. Er werd gebruik gemaakt van licht- en 
elektroncnmicrtr~cop~e en ninmzrnuhistoche113iisclre detectie van apoptose / cel schade 
gerelateerde proteilien om het bestaan van apoptose aan re tonen. Enkel aspecten van 
harlspiercel dedifferentlatre, maar geen bewij~en voor het voorkorneri van hartspiercel 
degeneratie werden gevonden, Er werd geconcludeerd dat, ia1 tegenstelling tot de beslulten van 
andere studies, apoyrose iriel of iaauwelijks vorrrkornt in gededifferentieerd nryocard. Het 
iegm~drel Jou ~.elfS nrogelijk ~ i j n ,  met namc dat hartspiercel ded~fferentiatiie een sterfcutlepe 
'ovierlevirngs-icsptsns' is van het hart LCII overstaan van ongunstige omstandigheden, zoals cen 
daling iii de beschikbaarl-ieud van ~ ~ a ~ i r s r o f ,  een verhoogde mechanische stress, of beiden. 
Lcir bijkomend argument voor hartspiercel dediffcrentiat~e als adaptieve respons is gegeven in 
hoofdstuk 3. Door middel van u l t r a s t r~~ tu re le  calcium lokalisatie werd aangetacind dat 
c~ediflere~~tlerencle I-rartspiercellen, na een inüciele calci~iii~ overbelcistirug bij het begin van atriale 
fibril8atre, na etikelc weken ccn nieuwe calcilim honieostase verwerven. De studie toonde 
diindelijk aan dat gededifferenfieerde hartspiercellen bescl~ermd rijn, tegen een ca lc~um 
overbelasting, dewelke een bekende oorzakelqke facior is voor apoptose. Opvallend 1s dat de 
overgang naas dc  nieuwe honreosiase samerivalt inet het begin van de  structurele 
declnffrreiltiatie. Eert oor~dak-gevolg verbai~d i s  echter nog trnderidelijk. Met deï.elfde technieken 
voor hct onderïoeken van ultrastrwca~urele calciurz-i lokalisatie werd eerder aangetoond dat 
pcclediffcreir~uecr~Ie laai tspicrcelle~i vali hui naai^ lailrernen.end iiiyarard evelietnv iinnet overbelast 
/.~jn mei caisiiirn, 7adu1 dit dc hypollrese andersteuni dat dedifferentiatie van harisl->iercellen 
ecn ~xo!ccilicurc rcrictie P\ dic ele cellei? taleer resistent maak1 tegen een Intrdcclltlla~rc calciunz 
~ v ~ r l ) c l ~ ' > t l t ~ g  bij cc11 ISCY~CTTIISCII ilis~dt. 
Harispxc~e"ldeiifercr~tiatie koiilt nrct alleei1 voor bij cliroriiscl~e hlbernesend niiyocdird e11 
i h r o u ~ i i ~ h c  ati-halt fibrillatie, fiiarir kan o.a. ook gc\rorzdciia worden in tle regio's rond eeii 
l i d i  t infdr~t. 131t wrrd bcveihilgd door de bevirudlngeri In 1100rFclsr~k 4. Door geljruik te maken 
v , ~ i i  iirtrdcciroiaaui-e inicroinjectie van ~ogena~trnde 'mdcrobeai8s' wcsden micro-ii~faircten 
geuu~dticcerd i11 her liinkcr ventrikel bil ,sclrapri>. Een persisterende dalirig in bloedtoevoer ei1 
\dn  glolrdlc c11 regionrtlc Ir,trtsp~*.rfirriítie werden geobserveerd met respectievelilk PET en met 
her iele cch~cariiitrgr~ific. Echter, 6 wekcbi na eraihollsatie uras de glucose opriame sterker gedaald 
i11 vei geli ikii~~a, lilct de I>locdtucvoer, w,at re~ulterrde 111 een zogenaamde 'omgekcerde nrisinatclr', 
Nkldicn, 1 h livckeii mia cri~bolis;rtiie. bleek de glucose opname terlig gectegeri tc z$n en i11 balans 
niet de gedaalde blaedtoevwer. Licht- erna elektroirenn~icroscop~sch oi~dcrsoek beuestagde l ~ ~ t  
bestaari van  rnicrciinfarcten in d e  geemboliseercie regio, ei1 her voorkoiliier~ vair 
gedediffererrtieerde hartspiescellen in de ornliggendc gebieden Ilrese ccllen \rrbiretl duidelijk 
niet ischiern~scli, zoals kon afgeleid ~ v o r ~ l e n  13.11 tiet voorkomen van in'ti,iin,ltricitile osm~iiifiele 
grarlulles iii mitochoaidria. Deze bevinding vormt eerr bilAonitlnd drpuziient \waartilt IrliElít d,ir 
gededifferentreerde hartspiercellen zich aanpassen aan veranderde ~~i~gev~i igsfactoren i11 pen- 
infarct gebieden zoals verhoogde inecharaische stress en chroniscli J repetitie[ ged,ialde 
Rrlaedtaevuer. Micro-infarcten zijn ~er11.ioedelijk z~er.antm~ooi-deli~k voor CIC '~hzreziglariei viin 
esli PE'T'rnismatcPr: het typische k n i i ~ e r k  var) hibcrirerecrd aiiyocard. 
Vermlts het eerder was aangetoond dat laarlspiercel apoplose plaaiisv~imdt un pei.i-iirk~rct gcbiadcn 
- regici's waar ook hartspiercel dedifferentiatie kan gcvondei~ \vordel.i - is lict proeliliel ,lnodel 
uit hoofdstuk 4 geschukr voor onderzoek naar het bestaan van een verband tilrsscn hartspiercel 
dedifferentiatie en apoptose. Dit werk is gepreseiiteerd i11 hoofdsiuk 5. In eerste iizstai7tie ~\rci.d 
onderzocht In hoeverre de cellulaire veranderirrgen in de peri-~111arct gebiedrii o~crceliikcrii~en 
niet Iiartspicrcel dedifceerentiatie in chroiiisch l-iibcriiiercird inyocard. C;cliikarirdige 
verandernngen rn de cxpressiepatrotien van  tihne, desiizine, cardiutlrre en a-glad spiercel ;iztine 
zoals in chroilisch I~iberi~erend myocard en chl-oruisclae alrinle iibnllalie, werden ~ticlcrcla~d 
sak teruggcvondeil in dct grdedifferenrieerde cellen van peru-irufxct reg~o's. Het vooi.kciiiien 
v a n  harispiercel apoptose  werd aaiigetoond ,i,in de  hriiid vali ' I 'UNEL cri d e  
i n ~ m ~ i n o h i s t o c h e i i ~ ~ s c h e  drtrctme van geactiveerd casp,isc-3. Je1 tegensielling lot de 
dedifferentiatic van hartspiercellen, werd apoptose waargsnoiiien in sowcl clc pcri-rnfarct 
gelaieden, ;ijs iii met-geernhoiisec~c~e regio", hocwel i ~ i  ~ I I I I C ~ C ~ L "  1 Z l d E ~  111 defc I , l r ~ l s t g ~ t ~ ~ ~ ~ ~ n d C .  
'TUNE1, positieve kernen, suggestiefvour ;npoptnïí., werden iliex gcvui~deii i i  p,rcIetliffc~ en t icci clc 
hartspier cel lei^ Iierkencil op basis vaal per'or~uicle~i~re rnyolysc. 0111 vcrdcr I C  ~rntlcr/t>c.lir.i~ o{ 
apoptoz  eocrrrkon-it iiii gededifferentieercle hartspoercellciir, weid rle cletectfc v'ii~ de i-r-c-x~-~iezcie 
van  het foetale a-glad spicrccl actinie gecori~biiicerd inct 'I'UNLI, !:i weit1 gevo~iclcil d a i  n- 
glad spiercel actiiie positieve liaitslïieucellen 'I'UNEL, niegaiicf waren en i~ingckecid. I k  
bevindingen zijn eer, ~iidlcatie clat gedeíBifferenticerdc hd1.t6pierccllcni c11  de^^ die dp0pt05" 
orIdergaan ~weeven~hi l lende ë lpop~ilat~es zijn. Lle~e v~s t s~e l l~ i i~g  en hc*~  \iesrch>l i ia  hel J , ~ ~ I ~ I I  
gedediffereiitieehde en apckptatisclie hartcpier~ellcii suggereert dat dediifferc~itidtoc 1uicc.i pf1  > F  
lerdt tot apoptose. Ecn mogelijke hypothese i s  dat I.iar1s~rnercc.llri3 d ~ c  r i r l  slc~gem ie 
dediffcrcntiererr kunnen overleven, t e r ~ ~ i i l  dc anderen ,\isterven dool- al?ul'lcfi"' 
L>e f.dctorcn die dedifferentiatie van hartspiercellen veroorzaken L i j n  grc"1"xY"licc3s oi1lrcLci.id. 
Hibernatie-a&rige dediffererrxiatic in vwo wordt gekcsr,ikterjseerd doos ~l>ccifckc trio! ~ B O ~ O S C ~ C  
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vera:~derrngei.~. Hel I S  echter durdelijk ddt om de mogelijke oorraken voor d e ~ e  cellislarrc 
veranldcringei~ te kiuiur.ren identificeren, een rn vztm model van geisoleerde hiirrsl;>iercellen 
behailpzaarn ztlw zijn. In hoofdstuk 6 wordt ~ u l k  een model geprese~ateerd. Door hartspiercellen 
van adulte konijnen samen met cardiale tîbroblasteir in cultuur te brengen, dediffgrerrtieerdera 
dc hartspiercellen nnet gelilkaardige morfologusche veranderingen als delie van hartspiercel 
dedlfferentiaíic rn wrvo. Echter, deze dedifferentiatie vond iliiet plaats wai~neer fibroblastgroei 
werd grnnhibeerd Elektronenmicroscopie en immui~ocytochem~e toonden aan d a t  de 
l~oofdkea~rnerken van in vivo ded~fferentiatue aanwezig zijn in deze cellen: sarcomeerdepletie, 
l~ervcrdelinlg van her I~eierochromatine in de kern, aibriormaal gevormde maar gezonde 
inrtochondria en de foetale expressiepatronen van rurinc, desmiix, cardiotine en a-glad sp~ercel 
actine. Ilaarenbovsn was ds sequeritie van veranderingen gelikaardig aan deze waargenomen 
bij chronische atri,ile fibrillatie in de geit, en de omgekeerde sequentie van veranderingen bij 
ilorinale hartspierceld~ffere~~iiatie. Opmerkelijke verschillen tussen de sn tortro dedifferentiatic 
en d e ~ e  bij in V W O  modelleii is de afwezigheid wan glycogeenstnpeliiig en een veranderd n~yolyse 
p t roon .  I-let is mogelijk dat verschille~~ 111 biochemische ei~JoFstsuciurele omgevingsfactnren 
laiervoor veraritwoordelijk zijri. Dedifferentiatie werd crikel grïien in hart spies cel lei^ rn nauw 
c o ~ ~ t a c t  niet fibroblasten, en kon niet geinciuicec~-d worden door fibroblast geconditioneerd 
medinim of door l~artspiercellen tc cuiltiverci~ in petsi platen mei 'cel-lnserts'waarop ribrobliasteil 
werclcn gegroeiid. Deze bevindingen leiden tot dc llypothese dat factoren gesccreteesd door 
fibroblasten niet- ol  niet alleeri verantwoordelijk kunnen ziijni voor de  dedifferentiatie. 
I>aarenboverr suggereren ze dat de ontwikkenlng var1 sri vwo dedifferentiatie niet aihaa~kelillk is 
van eera gerecluceerd 'ianbod aan zuurstof. 
[ )c aard \ , tra dc lïbroblclst - hart<prercel iizteraciies weid ufcrder oi~derzocht in iroofdsbuk T .  
113oor gcbrriuk rl: i-ii,ikeir v,in video 'iinre-lapse' inicrtrscripie hebbeii we ktinnen aaiiioneri diit 
drri- itziei~ncilcs reer dyiiaii-~iscl~ zilii. kilrrublasren Joorkruise~i de petri plaat op  Loek naar 
arad~rr ccllcrl. NJ l)lsi.;clz coi-it,act ii-rct eeii Iiarrsplcrcel, liechteti zc zich el) trekkeii Te aan de7.e 
celli-11, res~ilterriticl rin rcil anisotrr)pe rek. Dit trekken du~urt ongeveer vijf tot xeveir irtir rrl 
wolidl iio11514ir~1f gevolgd door dspe~icii van cled~fferelitintie. 13e aard va11 de cel-cel interacties 
~vcitl oirdcizc)cht door ili~ddel trdn irtl~iiiia1ocytocheia11i~cl~e analyse var1 vercchilletide proteinen 
13c~r~ikkci2 111 CCI adtiesie, e11 door iii tercellulaire c~~i~-tn-Eui~icaiie te besfudercna door fibroblasterr 
tri iruerken i i~ci  13il ei1 cnlcriiie-AM. Er werd aangetoond dat cr ~nterccllulaire uitwisseling 
pia;ztsvliitlt iil.\seii tìL>roblrrsten ei1 Itartspiercelleni, ciie nuei germilribeerd koii worden door gap 
iziixiies CP IAoUilieren. Dc dyi-i;imische pissievc rek en de intercellulaire conrini~lnicatie zijn 
bt>ldngrijk +/lor het indiiceren van de structnrrele dcdiffere~it~~tie.  
Ccancluderend kan er gesteld worden dat de  gegevens irz dit prnt.fsclirift de  hy.pi>these 
ondersieunexn dat liartspiercel dedirkrenriatie niet ecn fase ~rertegenwourdig~ op weg naar iel 
degeneratie. Integendeel, hartspiercel dedifferentiatie is een1 ndaptie~e respons die de cel toeil,t;it 
te overleven onder origunnstige om~tandighedeil, en dus rmug b e s c h o u ~ ~ d  worderi als eer1 vorm 
v a n  geprogrammeerde celcrverlewii~g. De beschreurera proefdier~nodellcn van f s r  \.ivo 
dedrfferentiatie, er1 tiet in witto model vormen degelijk »1~clerzc4eksmateriaal rei;. ophcleierir~g 
vali dit fasci~lc-reride stereotiepe ccllu~laire gedrag. 
